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“Studium Ser/Thr proteinkinaz a fosfoproteinfosfatdz Pseudomonas aeruginosa’

K obhajobé je predkladana kvalitni diplomova prace; jinak ani nelze, nebot’ se jedné o
dilo, které vzniklo v jedné ze $pi¢kovych laboratoti MBU AV CR, v Laboratofi bun&éné
signalizace, vybudované RNDr. Pavlem Brannym, CSc., ktery byl i $kolitelem Michaely
Urbanové.

Prace se zabyva vyznamnym tématem soucasné mikrobiologie, pfenosem signalu
Ser/Thr proteinkinaz eukaryotniho typu v prokaryotech, zde konkrétné v Pseudomonas
aeruginosa. Tento podminény patogen a piivodce nebezpeénych nosokomidlnich infekci
vlastni  Ser/Thr proteinkinazy i fosfoproteinfosfatazy, u nichz se ptedpoklada ucast v
kontrole virulence. Cilem diplomové prace byla pfiprava expresnich plazmidi pro
proteinkinazy Stk1 a PpkA a fosfoproteinfosfatdzy Stpl a PppA, nadprodukce a izolace
téchto enzymt v E.coli, biochemicka charakterizace proteinkinazy Stkl, fosfatazy PppA a
priikaz in vitro interakce péru kinazy Stkl a fosfatdzy Stpl. Lze konstatovat, Ze cilli
vytéenych v diplomové praci bylo v podstaté¢ dosaZeno a prace pfindSi plvodni a jisté
publikovatelné vysledky a obohacuje dosavadni znalosti o uvedenych enzymech.

Diplomova prace v rozsahu 95 stran ma klasické ¢lenéni. Piehled literatury na 38
stranach pojednava soustavné téma fosforylace proteint a jeji role v signalizaci
prokaryotnich bunék s potfebnym ptesahem na eukaryota. Je Skoda, Ze tato kapitola
nezahrnuje i nejnovejsi prace, zatimco dva obrazky z r. 2006 text vhodné dopliiuji.

- Metodicka ¢ast doklada, Ze M. Urbanova zvladla tctyhodné mnozstvi metod, po¢inaje
molekularné genetickymi pfistupy, pies biochemické separaéni techniky DNA, proteint,
imunodetekci, aZ po enzymologicka stanoveni. Formalné tato ¢ast na 27 stranach pojednava
material a metody oddélené, popis je piehledny a peclivy.

Kapitola Vysledky, v rozsahu 17 stran, v ¢asti popisujici piipravu produkénich kment,
je psana jasné a je doplnéna piesnymi obrazky plazmidovych konstruktd pro klonovani genti
proteinkinaz a proteinfosfataz. Taktika konstrukce cilovych genti s Histidinovou kotvou na
N- konci nebo na C-konci fuzovaného proteinu byla tspésnd, podaiilo se tak ziskat enzymy s
vysokymi aktivitami. Byla navic prokézéana stimulace autofosforylace Stk1 Mg > a Mn **
ionty, o f4d vy$si nez Ca ** ionty. Prekvapivé je zjisténi, Ze in vitro dosahuje proteinkinéza
Stk1 maximalni aktivity, pokud reakce probiha 2,5 hodiny, ale jesté po 20 hodinach je enzym
stejné aktivni jako ve 45. minuté reakce; vypovida to o jeho vysoké stabilits. Cast popisujici
biochemickou charakterizaci a interakci enzymu Stk1 a Stpl, stejné€ jako charakterizaci
fosfoproteinfosfatazy PppA dokumentuje vysledky péknymi obrazky gell a piehlednymi
grafy. Pouze u Obr. 5.8. na str. 64 (gel 1D SDS — PAGE ) neni jasna legenda, konkrétné
jaky je rozdil mezi stopou €. 1 : hruby extrakt (HE) — Stk1; a stopou ¢.2 : HE — pET42b, atd.

Diskuse na 4,5 stranéch je ¢lenéna analogicky jako kapitola Vysledky. Plni své
posléni, pokud se jedna o interpretaci a vysvétleni vlastnich vysledki. Diskuse téchto dat v
kontextu svétové literatury je sporadickd, pfestoZe se jednd o téma ve svéte, ale i ve vlastni
laboratofi publikované a nepochybné zajimavé. Michaela Urbanova se tak ochudila o
moznost zdUraznit vyznam vlastnich vysledka.

K prehlednosti diplomové prace piispivaji struéné formulované Cile préace a jim
odpovidajici Souhrn, ob¢ kapitoly v rozsahu jedné strany textu. Praci dopliiuje velmi
obséhla bibliografie, obsahujici 152 citaci.

K diplomové praci mam nékolik otazek, které prosim, aby autorka zodpovédéla.



1. Na str. 55 je popséna metoda defosforylace in vitro. Co bylo pouZito jako substrat
proteinfosfatazy PppA v komer¢ni sad€ od firmy Promega?

2. Pro¢ se podle Vaseho nazoru nepodatilo pfipravit expresni plazmid pET 42b pro ppkA,
respektive expresni kmen E.coli BL21(DE3) s timto plazmidem?

3.. Je znadma lokalizace proteint Stk1, Stpl a PppA v burice? Podle Vasich Obr. 5.8., Obr.
5.12 a5.14 lze usuzovat, Ze v nerozpustné frakci je mnohem vice téchto proteinli nez ve
frakei cytoplazmatické.

4. U obrazku 5.18 - zavislost aktivity fosfatdzy PppA na teploté neni uvedeno pH, pfi némz
stanoveni probihalo, u Obr. 5.19 — zavislost aktivity PppA na pH neni uvedena teplota, pfi
niz bylo stanoveni provedeno.

5. Obr. 5.13. —kontrola, aktivita proteinkinazy Stkl klesa od 60. min., V Obr. 5.11. naopak
aktivita Stk1 stoupa a dosahuje maxima ve 150 minuté. Pro¢?

6. Jakych aktivit dosahuji ob& studované proteinkindzy v Pseudomonas aeruginosa, ve
srovnani s enzymy exprimovanymi v E. coli?

7. Je interakce Stk1 s Stpl Vasim objevem nebo je to ovéfeni jiz publikovaného pozorovani?
Z Uvodu ani z Vysledk to jasné nevyzniva.

Po formalni strance je prace psana pecliveé, bez pieklept, grafické zpracovani je
uhledné. Piesto se vSak autorka neubranila anglikanizmim typu : “Proteinkinaza Stk1 je
hoi¢ik a mangan dependentni na str. 76, terminem “prekultura” na str. 47 je jist€ minéno
inokulum. O mezerach v chemickém vzdélani sv€d¢i na str. 70 v Obr. 5.16 popis osy X, ktery
zni :”dvoumocny kationt”, misto spravného “dvojmocny kation”. Do souladu prosim uvést
konstatovani na str. 74, kde je P. areruginosa oznacena jako obligatni patogen, zatimco na str.
9. jako podminény patogen. Na Obr. 5.21 je patrné vynaSena zavislost 1/V, rychlost
fosfatazové reakce katalyzované enzymem PppA, na 1/s, tedy na pievracené hodnoté
koncentrace substratu. Na ose Y je tedy téeba doplnit, za jaky €as a na jaké mnoZstvi proteinu
je mnozstvi uvolnéného substratu vztazeno; patrné za min/pg proteinu, jak je uvedeno v
textu. A snad posledni formalni poznamka — v popisu metod je pouZivano 1. osoby
mnozného ¢&isla: Napt. “Supernatant jsme odsali a buiiky resuspendovali, dobte promichali a
inkubovali.” Lépe asi zni trpny rod.

Pies uvedené drobné vytky povazuji praci za zdafilou, spliujici zadané ukoly. Pii .
jejim feSeni diplomantka prokézala schopnost k samostatné védecké praci. Doporucuji proto J//"L‘eﬂ%
ptedloZenou diplomovou praci jako podklad k ziskéani titulu magﬂistr.
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